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Abstract of DE1 9732086 

Quantitative determination of eubacteria comprises performing a competitive, quantitative polymerase 
chain reaction (PCR) on a test sample, using forward and reverse primers (FP and RP) that bind to 
eubacterial 16S rRNA genes, in presence of a known amount of standard DNA (I). (I) is produced in a 
preliminary PCR using FP or RP plus a hybrid primer (HP) which: (a) binds to a sequence within the 
amplicon produced by FP and RP; and (b) has at its 5'-end the sequence for FP or RP. Both products 
(from sample and from (I)) are then quantified by: (a) separation on agarose electrophoretic gel, 
staining with ethidium bromide and video-densitometry; or (b) when using one of RP and FP in 5'- 
biotinylated form, by binding to immobilised streptavidin, reaction with two digoxigenin (dig)-labelled 
probes, binding to different amplicons, and enzyme-linked oligonucleotide sorbent assay (ELOSA) 
using enzyme-coupled anti-dig antibodies. The content of eubacteria in the sample is then calculated 
from the ratio of product concentrations and the known amount of (I). 
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@) Verfahren zur quantitativen Bestimmung von Eubakterien 

(57) Es ist die Aufgabe gestellt, Eubakterien quantitativ zu 
bestimmen. 

Die Aufgabe wird dadurch gelost, da& die Probe in einen 
Ansatz einer competitiven quantitativen PCR gegeben 
wird, der Vorwarts- und Ruckwarts-Primer enthalt, die an 
16 S rRNA-Gene von Eubakterien binden, und der weiter- 
hin eine definierte Menge Standard-DNA enthalt, die aus 
Vorwarts- oder Ruckwarts-Primer sowie einem Hybrid- 
Primer erhalten wurde, und dafc nach Absolvieren eines 
Reaktionsregimes die DNA-Menge ermittelt wird. Es sind 
die quantitative Bestimmung der Summe aller Eubakte- 
rien sowie die quantitative Einzelbestimmung der Spezies 
moglich. 
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Beschrcibung 

Die Erfindung bclrifTl cin Vcrfahrcn zur Bestimmung der 
Gesamtzahl von Eubakterien sowic dcr An/ahl von Eubak- 
terien cin/.elncr Spc/.ies. 5 

lis 1st bereits bckannl, liubaklcricn nachzuweisen und 
ihrc Zahl zu erfasscn. I in allgeineinen erfolgt dabci keine 
Differenzierung dcr Baklerienspczies, zumindcsl isl diese 
nichl ausreichend. So hai das Kuliivicrcn von Kubaktericn 
auf Nahnncdicn den Nachleil, daB vieie Baklerienarten gar 10 
nieht angesprochen und zum Wachsluin veranlaBl werden. 
Die Ursache liegt in der mangelnden Eignung dcr koniiner- 
ziellen oder ubliehen Nahnncdicn. Vide Bakterienarlcn 
wachsen nur rechl unci schlechl, was auch auf die bisher un- 
zureiehende Erforschung der Kultivierungsbcdingungcn fur IS 
vide Bakterien zuruckzufuhrcn is!. 

Eur die quanliialive Erfassung einzelner Baklerienspczies 
isl weilerhin die Unspeziiilat der Nahnncdicn nachleilig. 
Mehrerc Keinispezies wachsen mil ahnlicher Inlensilai und 
vcrhindern eine Differenzierung. lis konnen auch nichl allc 20 
gewunschten Spezies erfaBl werden, wcil eben nur lebendc, 
unbeschadigic Zellen wachsen, w ah rend die anderen aus ci- 
nem Nachweis hcrausf alien. Dazu komml, daB die Slofi'- 
wcchselprodukle dereinen Spezies das Wachstuin der ande- 
ren storen konnen, so daB cine wcil ere MeBergebnisverfal- 25 
schung Plalz greifl. 

Nachteilig sind auch Zeilbedarf und Kosten. Der Zeilbe- 
darf resultierl aus der gegebenen Geschwindigkcit derZell- 
vennehrung, die Kosten aus der Noiwendigkeit der Verwcn- 
dung spezidler Substrate, deni Einhalten spezifischer Kul- 30 
turbedingungen und der Pfiege der Kulturen, die apparali- 
ven und manucllen Aufwand erforderl. 

Ein Teii dcr Bakterien darf aus Grunden erlassener Vor- 
schriften nur mil Test kits untersucht werden. Diese sind 
teuer. Der Ausweg ware das Durchfiihren der Arbeilen in ei- 35 
nem zertifizierlen Labor. Das ist noch tcurer und fur Rouli- 
neuntersuchungen nichl mchr denkbar. 

Es ist weilerhin bekannt, Eubaklerien dureh Phasenkon- 
trasi- und/oder Dunkelfeldmikroskopie nachzuweisen und 
zu beslimmen. 40 

Das hat aber den Nachleil, daB die Identifizierung subjek- 
tiv verfalscht ist. Ursache dafiir isl die Beurteilung des Ge- 
sichtsfeldes im Mikroskop durch einen zwar erfahrenen Mi- 
krobiologen, der aber doch auf visuelle Weise arbeitel mil 
den daraus resultierenden Fehlerquellcn. Auf diese Weise 45 
konnen Gruppcn von Bakterien spezies identifiziert werden, 
meist keine einzelnen Arlen. Der Grund ist in der habituel- 
len Ahnlichkeit der Untersuchungsobjekte zu sehen. Nach- 
teilig ist weiterhin, daB der Analyt nur im status quo unter- 
sucht werden kann. Das komml daher, daB unter den Analy- 50 
sebedingungen die Bakterien nicht wachsen konnen. 

Weiterhin sind Arbeiten bekannt geworden, Eubakterien 
uber ihre SlolTwechselprodukle zu idenlifizieren. Allerdings 
sind viele Bakterien so nicht zu erfassen. Das liegt daran, 
daB nur eine begrenzte Anzahl von Stammen und Arten spe- 55 
zifisch nachweisbare Stoffwechselprodukte frei setzt. Das 
wiederum flihrt dazu, daB Gruppen von Bakterien erfaBt 
werden, weil verwandte Arten auch ahnliche StofFwechsel- 
produkte ausscheiden. Und eine Quantifizierung der Bakte- 
rien uber ihre Stoffwechselprodukte ist gleich gar nicht 60 
moglich, weil die Intensitat des Stoffwechsels weder steuer- 
bar noch reproduzierbar ist. 

Es ist daruber hinaus bekannt, Eubakterien mit immuno- 
logischen Methoden nachzuweisen. Diese Methoden sind 
teuer. Ursache ist das notwendige Verwenden polyklonaler 65 
Antiseren oder monoklonaler Antikorper, die nur unter ho- 
hem Zeit- und Mitteleinsatz selbst herzustellen oder teuer zu 
erwerben sind. Diese Methoden haben sich daher nicht all- 
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gemcin durchselzcn konnen. Eine Quantifizierung einzelner 
Baktericnspczics niittcls immunologischcr Methoden isl nur 
bcdingl moglich, da die Expression von Anligenen starken 
Schwankungcn unlerlicgen kann. Fur cine Erfassung dcr 
Cicsainlbakterienzahl eignen sich immunologische Vcrfah- 
rcn we gen dcr hohen Spczifilat dcr Amikorper prinzipiell 
nicht . 

SchlieBlich sind nucleinsaurebasierte Methoden bekannt. 
Diese werden in TTybridisicrungsnielhodcn und in Polynie- 
rasckcttenrcaklion (PGR)- Vcrfahrcn unlcrschicden. Die Ily- 
bridisicrungsmelhoden selzen die Kcnnlnis geeigneler, 
meist mehrerc hundcrt Bascnpaare langer Zielsequenzen 
voraus. Bisher zeigt sich, daB die erreichle Sensili vital der 
I Tybridisierungs vcrfahrcn unzurcichend ist. Die Ursache 
iicgl darin, daB nur die gerade vorhandene Zahl von Bakte- 
rien nachgewiesen wird und keine Ver inch rung des Analy- 
tcn geschicht. Die bisher cingesclzten sekundarcn Vcrstar- 
kungsmitlcl sind sloranfallig und vcrhindern Jetztlich eine 
ausreichend genaue Quantifizierung. Tlohe Sensitivital ist 
nur durch radioaktivc Methoden zu errcichen. Die Begleit- 
unislande aber sind cine aufwendige Melhodik und Schwic- 
rigkeiten bci dcr Entsorgung der radioaktiven Ablalle. 

Die PGR setzt die Kcnnlnis zweier kurzer, in gecignetem 
Ahsland (hundert bis 2000 Bascnpaare) voneinander ent- 
fcrnlcr Sequenzcn fur die Primerbindung voraus. Sie ist, ne- 
ben der Kultivierung, die einzige Keimnachweismethode, 
bci der eine Vennehrung des Analyt en erfolgt. Der Keim- 
nachweis erfolgt uber die Aniplilikation der Zielsequcnz 
(Tempi ate). Die PGR isi eine qualitative Methode. Zwischen 
Template- und Produktmcnge beslehl ein extrem nicht li nea- 
rer, von zahlreichen experiment ell schwer kontrollierbaren 
EinfluBgroBen beslimmler Zusammenhang. Daher erlaubl 
die PGR beim Bakleriennachweis nur eine ja/nein-Anlworl, 
bestenfalls eine halb-quantilative Abschalzung der Keim- 
m en gen, jedoch keine Quantifizierung. Die Kombination 
von hoher Sensitivital und fehlender Quantifizierbarkeit 
fuhri leicht zu falsch-positiven Ergebnissen. Damit ist die 
PGR fur den Nachweis von Bakterien oft zu empfindlich 
und hat sich deshalb bisher in der Praxis nicht durchscizen 
konnen. 

Die Erfindung hat das Ziel eine einfache, schnelle und 
preiswertc Melhodik anzugeben. nach der Eubakterien 
nachgewiesen und quantitativ bestimmt werden konnen. 

Die Aufgabe isl darin zu sehen, in Ausgangsproben vollig 
unterschiedlicher Herkunft, zum Bei spiel in humanem Ge- 
webe, in Spulum, aber auch in Abwasscr, Kompostabluft 
und dergleichen Eubakterien zu bestimmen. Dabei soli eine 
Gesamtbeslimmung der Bakterien eben so moglich sein wie 
der Einzelnachweis und die entsprechende Beslimmung ein- 
zelner Bakterien spezies. .Tedennann soil den Bakterien test 
durchfiihren konnen, unabhangig von der Pathogenitat der 
nachzuweisenden Erreger. 

Die Aufgabe wird erfindungsgeinaB dadurch gelosl, daB 
wie folgt verfahren wird. 

Von den verschiedenen methodischen Varianten derquan- 
titativen PGR wird die kompetitive qPGR mit homologem 
inneren Standard als Grundlage gewahlt. Eine sole he qPGR- 
Methode wird zur Bestimmung der Gesamtbakterienzahl 
verwendet (Verfahren zur quantitativen Bestimmung von 
Eubakterien in ihrer Summe). Dazu werden durch Daten- 
bankanalyse hochkonservierte Teilsequenzen in den 165 
rRNA-Genen von Eubakterien gesucht und zwei dazu kom- 
plementare PGR- Primer (Vorwarts- und Riickwarts- Primer) 
synthedsiert Mit diesen Primern ist ein PGR-Nachweis von 
Eubakterien unterschiedlicher Spezies moglich. Dagegen 
werden mit Archaebakterien und Eukaryonten keine Ampli- 
fikate erhalten. Zur Gewinnung des homologen Standards 
wird ein Hybrid-Primer entworfen, der an eine Basenfolge 
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innerhalb der mit Vorwarts- und Riickwarts-Primer amplifi- 
zierten Templatesequenz bindet und an seinem 5-Ende die 
Sequenz des Vorwarts- oder Ruckwarts-Primers tragt. Mit 
dem Hybrid-Primer und dem Ruckwarts-Primer wird durch 
PGR mit E. coli DNA als Template der Standard syntheti- 5 
siert. Bei Zugabe bekannter Men gen dieses Standards zu 
bakterienhaltigen Proben und anschlieBender PGR mit dem 
Vorwarls- und dem Ruckwarts-Primer wird ein Amplifikat- 
gemisch erhalten, dessen Zusammensetzung aus PGR-Pro- 
dukt von Bakterien-DNA und PGR-Produkt vom Standard to 
exakt das Verhallnis der Molekiile von Bakterien-DNA und 
Standard in der Probe widerspiegelt. Aus diesem Verhaltnis 
und der bekannten Menge zugesetzten Standards kann die in 
der Probe vorhandene Menge Bakterien-DNA bestimmt 
werden. Da die DNA-Menge pro Zelle konstant ist, erlaubt 15 
das Ergebnis eine Ermittlung der Zellzahl. Die Bestimmung 
der Mengenverhaltnisse der PGR-Produkte von Bakterien- 
DNA und Standard-DNA erfolgt entweder 

- Nach Auftrennung der Amplifikate in der Agarose- 20 
gelelektrophorese und DNA-Farbung mitlels Ethidi- 
umbromid durch Videodensitometrie oder 

- (bei Verwendung eines der beiden PGR-Primer in 5- 
biotinylierter Fonn) nach Immobilisieren an fixiertem 
Streplavidin durch Hybridisierung mit zwei an ver- 25 
schiedene Produktsequenzen bindende, Digoxigenin- 
markierte Sonden miltels Enzyme-linked Oligonukleo- 
tide Sorbent Assay (ELOSA) unter Verwendung En- 
zym-gekoppelter Anti-DIG-Antikorper. 

30 

Die quantitative Bestimmung einzelner Bakterienspezies 
erfolgt mit analogen Methoden der kompetitiven PGR. Ab- 
weichend zum obigen Vorgehen werden dabei durch Daten- 
bankanalyse gerade speziesspezifische Teilsequenzen im 
16S rRNA-Gen des jeweiligen Bakteriums gesucht und 35 
zwei dazu komplementare PGR-Primer (Vorwarls- und 
Ruckwarts-Primer) synthetisiert. Die Spezifitat dieser Pri- 
mer wird in PGR uberprufu die PGR-Bedingungen enlspre- 
chend optimiert. Zur Gewinnung des homologen Standards 
wird ein Hybrid-Primer entworfen, der an eine Basenfolge 40 
innerhalb der mit den Primern amplitizierten Templatese- 
quenz bindet und an seinem 5-Ende die Sequenz des Vor- 
warts-Primers tragi.. Mit dem Hybrid-Primer und dem Ruck- 
warts-Primer wurde durch PGR mit DNA der zu quantifizie- 
renden Bakterienspezies als Template der Standard syntheti- 45 
siert . Bei Zugabe bckanntcr Mcngcn dieses Standards zu 
bakterienhaltigen Proben und anschlieBender PGR mit dem 
Vorwarts- und dem Ruckwarts-Primer wird ein Amplifikat- 
gemisch erhalten, dessen Zusammensetzung aus PGR-Pro- 
dukt von Bakterien-DNA und PGR-Produkt vom Standard 50 
exakt das Verhallnis der Molekiile von Bakterien-DNA und 
Standard in der Probe widerspiegelt. Aus diesem Verhaltnis 
und der bekannten Menge zugesetzten Standards kann die in 
der Probe vorhandene Menge Bakterien-DNA bestimmt 
werden. Da die DNA-Menge pro Zelle konstant ist, erlaubt 55 
das Ergebnis eine Ermittlung der Zellzahl. Die Bestimmung 
der Mengenverhaltnisse der PGR-Produkte von Bakterien- 
DNA und Standard-DNA erfolgt wie oben fur die eubakte- 
rienspezifische PGR beschrieben. 

Die Spezies-spezifischen Methoden der kompetitiven 60 
PGR wurden von uns bisher fur mehrere Zahn- und Zahn- 
betterkrankungsrelevante pathogene Bakterien entwickelt. 
Sie eignen sich jedoch prinzipiell zur Quantifizicrung aller 
Eubakterien, fur die 1 6S rRNA-Gensequenzen bekannt. sind. 

Im folgenden wird das erfindungsgemaBe Verfahren in 65 
Ausfuhrungsbeispielen erlautert. 



1 . Verfahren zur quantitativen Bestimmung von Eubakterien 
in ihrer Summe 

Vorwarts-Primer: AGTAGGTGGGAGGAGGG 
Ruckwarts-Primer: GGAGTAGGAGGGTATGTAATGG 
Hybrid-Primer: AGTAGGTGGGAGGAGGGGGAAGTGA- 
GATGTGA,\ATGG 

1.1. Synthese des homologen Kompetitors (Standard) 

Mit Hybrid-Primer und Ruckwarts-Primer wird eine PGR 
unter Verwendung von E. coli DNA als Template durchge- 
fuhrt. 

Reaktionsbedingungen: 
Ansatzvolumen: 50 pi 
Primerkonzentration: je 40 pmol/Ansatz 
dNTPs: je 2,5 nMol/Ansatz 
Magnesiumchlorid: 0.1 uMol/Ansatz 
Puffer: 5 ul 10 x Taq-Puffer 
Template: 1 ng E. coli DNA 

Taq-Polymerase: 1.25 U Ampli-Taq Gold (Applied Biosy- 
stems) 

Tliennocycler: GeneAmp 2400 (Applied Biosystems) 
Temperaturprofil: 

initiale Denaturierung: 10 min 95°G 
Zyklen: 

Denaturierung: 1 min 95°G 
Annealing und Extension: 1 min 66°G 
Anzahl: 40 

Final Extension: 10 min 66°G. 

Nach Behandlung mit Klenow-Fragment der DNA-Poly- 
merase T wurde das PGR-Produkt (= Standard. 229 Basen- 
paare) in die Sinai-Stelle von pUGl8 kloniert. 

1.2. Ennittlung einer Eichkurve 

Vorwarts-Primer: AGTAGGTGGGAGGAGGG 
Ruckwarts-Primer: GGAGTAGGAGGGTATGTAATGG. 
Mit diesen Primern wird eine Serie von PGR durchgefuhrt. 
Reaktionsbedingungen: wie oben, aber 
Template: 350 Molekiile Standard 
5-1000 Bakterien-Zellen 

Thermocycler, Temperaturprofil und Zyklen wie oben. 
Produkte: Standard (229 Basenpaare), Bakterien-PGR-Pro- 
dukt (294 Basenpaare). 

1.3. Quantitative Bestimmung PG!R-Produkte 

1.3.1. Auftrennung der Produkte von 1.2. auf 2% Agaro- 
segeL Anfarben mit Ethidiumbromid, videodensitometri- 
sche Bestimmung der Mengen der beiden PGR-Produkte. 

1.3.2. (bei Verwendung des Ruckwarts-Primers in 5'-bio- 
tinylierler Fonn) nach Teilung des PGR-Produkts in zwei 
Aliquote erfolgt Bindung an mit Streptavidin beschichtetes 
ReaktionsgefaB (Mikrotiterplatte), Denaturierung niit 
NaOH, Hybridisierung mit je einer Digoxigeninmarkierten 
DNA-Sonde, 

eine spezifisch fur die Sequenz, die den Amplifikaten von 
Bakterien-DNA und Standard gemeinsam ist (DIG- 
GGTGAGGTGGGAAAGGGTGG) und 
eine die an die Sequenz bindet, die im PGR-Produkt von 
Bakterien-DNA, nicht aber im PGR-Produkt vom Standard 
vorhanden ist (DIG-GGGAGGGTGGAAGGGTTAATG). 

AnschlieBende absorptionsphotometrische quantitative 
Bestimmung der gebundenen Sonden mengen mitlels En- 
zyme-linked Oligonukleotide Sorbent Assay (ELOSA) un- 
ter Verwendung Peroxidase-gekoppelter Anti-DIG-Antikor- 
per; Auswertung im Mikro-titerplattenphotometer (Anthos). 
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1.4. Erstcllen einer Eichkurve 2.3. Quantitative Besiinuiiung PC R-Produklc 



Auflragcn dcs Quoticnlen dcr PCR-Produktmengen von 
Standard und Baklcricn gegen die vorgelegle Bakterienzahl 
(unier Bcrucksichligung von 7 Kopicn dcs 16S rRNA-Gens 
je Bakteriengcnoni). 

1.5. Quantitative Bestimniung von Hu bakterien 

Wie unier 1.2 abcr anslcllc der li. coli-Xellen 2 ul bakte- 
rienhaliige Probe. 

Behandlung der PGR-Produkte wie unter 1.3. 

Auswertung dcs geniessenen Quolienten der PCR-Pro- 
duktmengen von Standard und Probe niittels Eichkurve 
(1.4.). 

2. Verfahrcn /ur quantilativen Besiinuiiung von Eubaktcricn 
einer Spczics am Beispicl der Beslimmungsmclhode iur 
Streptococcus mulans 

Vorwarts-Primer: GGTCAGGAAAGTCTGGAGTAA- 
AAGGCTA 

Ruckwarts-Primer: GCGTTAGCIXXXjGCACTAAGCC 
Hvhrid-Primer: GCGTTAGCTCCGGCAC- 
TAAGCCG(TACCCACG(TITCGAGC 

2.1. Synthese des homologen Kompctilors (Standard) 

Mit Hybrid-Primer und Vorwarts-Primer wird eine PCR 
unter Verwendung von Streptococcus mulans DNA als Tem- 
plate durchgefuhrt. 
Reaktionsbedingungen: 
Ansatzvolumen: 50 pi 
Primerkonzentration: je 40 pmol/Ansatz 
dNITs: je 2,5 nMol/Ansatz 
Magnesiumchlorid: 0,1 pMol/Ansatz 
Puffer: 5 pi 10 x Taq-Puffer 
Template: 1 ng Streptococcus mulans DNA 
Taq-Polymerase: 1.25 U Ampli-Taq Gold (Applied Biosy- 
siems) 

Thermocycler: GeneAmp 2400 (Applied Biosy stems) 
Temperaturprofil: 

iniliale Denaturierung: 10 min 95°C 
Zyklen: 

Denaturierung: 1 min 95°C 
Annealing: 1 min 55°C 
Extension: 1 min 72°C 
Anzahl: 40 

Final Extension: 10 min 72°C. 

Nach Behandlung mit Klenow-Fragment der DNA-Poly- 
merase I wurde das PCR-Produkt (= Standard, 217 Basen- 
paare) in die Smal-Stelle von pUC18 kloniert. 

2.2. Ermittlung einer Eichkurve 

Vorwarts-Primer GGTCAGGAAAGTCTGGAGTAA- 
AAGGCTA 

Ruckwarts-Primer: GCGTTAGCTCCGGCACTAAGCC. 

Mit die sen Primem wird eine Serie von PCR durchge- 
fuhrt. Reaktionsbedingungen: wie oben, aber 
Template: 350 Molekiile Standard 
5 1000 Zellen Streptococcus mutans 
Thermocycler, Temperaturprofil und Zyklen wie oben. 
Produkte: Standard (217 Basenpaare), Bakterien-PCR-Pro- 
dukt (282 Basenpaare). 



2.3.1. Auflrennung der Produkte von 2.2. auf 2% Agaro- 
segel, Anfarben mil Elhidiuntbromid, vidcodcnsitomelri- 

.*> sche Bcsiimmung dcr Mengen dcr be i den PC R-Produklc 
2.3.2. (bei Verwendung dcs Ruckwarls-Primers in 5'-bioti- 
nylictlcr Form) nach Teilung des PCR-Produkts in zwei Ali- 
quote Bindung an mil Streptavidin beschichtetes Reaktions- 
geiaB (Mikrotilerplatle), Denaturierung mit NaOlT. Ilybridi- 

10 sicrung mil je einer Digoxigeninmarkierten DNA-Sonde. 
eine spezifiseh fur die Scqucn/,, die den Ampiifikaten von 
Streptococcus mutans-DNA und Standard gemeinsani ist 
(DIG-CGTAAACGAlXjAG'IXjCrACiG'lXJTrAGGC) und 
cine die an die Scqucnzbindct, die im PCR-Produkt von 

15 Streptococcus mutans-DNA, nicht aber im PGR- Produkt 
vom Standard vorhanden is! 

(DIG-GGAGAGTGGAA'nXX'ATGTGTAGCGGTG). 

Anschliefiendc absorpt ion sphotonielri sche quantitative 
Bcsiimmung der gebundenen Sonden mengen niittels En- 
20 /ynie- linked Oligonukleotide Sorbenl assay (ELOSA) unter 
Verwendung Peroxidasc-gekoppeller Anii-DIG-Antikorper; 
Auswertung im Mi krotilc-rpl at l en photometer (Anthos). 

2.4. Erslellen einer Eichkurve 

25 

A lift rag en des Quotient en der PCR- Produkt mengen von 
Standard und Bakterien gegen die vorgelegte Bakterienzahl 
(unter Beriicksichtigung von 7 Kopien des 16S rRNA-Gens 
je Bakteriengcnom). 

30 

2,5. Quantitative Bestimniung von Streptococcus mutans 

Wie unter 2.2 aber anstelle der Streptococcus mulans-Zel- 
len 2 ul bakterienhaltige Probe. 
35 Behandlung der PCR-Produkte wie unter 2.3. 

Auswertung des geniessenen Quolienten der PCR-Pro- 
dukimengen von Standard und Probe niittels Eichkurve 
(2.4.). 

40 3. Verfahren zur quantilativen Bestimniung von Eu bakterien 
einer Spezies am Beispiel der Bestimmungsmethode fur Ac- 
tinobacillus actinomycetemcomitans 

Vorwarts-Primer: GTTTAGCCCTGGTGCCCGAAG 
45 Ruckwarts-Primer: TGACGGGCGGTGTTACAAGG 

Hybrid-Primer: GTTTAGCCCTG G TGCCCG A AGC A- 
CAAGCGGTGGAGCATGTGG 

3.1. Synthese des homologen Kompetitors (Standard) 

50 

Mit Hybrid-Primer und Ruckwartsprimer wird eine PGR 
unter Verwendung von Actinobacillus actinomycetemcomi- 
tans DNA als Template durchgefuhrt. 
Reaktionsbedingungen: 

55 Ansatzvolumen: 50 pi 

Primerkonzentration: je 40 pmol/Ansatz 
dNTPs: je 2,5 nMol/Ansatz 
Magnesiumchlorid: 0,1 pMol/Ansatz 
Puffer: 5 pi 10 x Taq-Puffer 

60 Template: 1 ng Actinobacillus actinomveetemcomitans 
DNA 

Taq-Polymerase: 1.25 U Ampli-Taq Gold (Applied Biosy- 
stems) 

Thermocycler: GeneAmp 2400 (Applied Biosystems) 
65 Temperaturprofil: 

initiale Denaturierung: 10 min 95°G 
Zyklen: 

Denaturierung: 1 min 95°G 
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Annealing: 1 min 55°C 
Extension: 1 min 72°C 
Anzahl: 40 

Final Extension: 10 min 72°C. 

Nach Behandlung mit Klenow-Fragment der DNA-Poly- 5 
merase I wurde das PGR-Produkt (= Standard, 473 Basen- 
paare) in die Sinai-S telle von pUC18 kloniert. 

3.2. Ermittlung einer Eichkurve 

10 

Vorwart s-Primer: GTTTAGCCCTGGTGCCCG A AG 
Ruckwarts-Primer: TGACGGGCGGTGTGTACAAGG. 

Mil diesen Primern wird eine Serie von PGR durchge- 
fuhrt. 

Reaktionsbedingungen: wie oben, aber 15 
Template: 350 Molekiile Standard 
5-1000 Zellen Actinobacillus actinomycetemcomitans 
Thermocycler, Temperaturprofil und Zyklen wie oben. 
Produkte: Standard ( 473 Basenpaare), Bakterien-PCR-Pro- 
dukl (547 Basenpaare). 20 

3.3. Quantitative Bestimmung PGR- Produkte 

3.3.1. Auftrennung der Produkte von 3.2. auf 2% Agaro- 
segel, Anfarben mit Ethidiumbromid, videodensitometri- 25 
sche Bestimmung der Mengen der beiden PCR-Produkte. 

3.3.2. (bei Verwendung des Vorwarts-Primers in 5-bioti- 
nylierter Form) nach Teilung des PGR-Produkts in zwei Ali- 
quote Bindung an mit Streptavidin beschichtetes Reaktions- 
gefafi (Mikrotiterplatte), Denaturierung mit NaOII, I Iybridi- 30 
sierung mit je einer Digoxigeninmarkierten DNA-Sonde, 

eine spezifisch fur die Sequenz, die den Amplifikaten von 
Actinobacillus actinomycetenicomitans-DNA und Standard 
gemeinsam ist 

(DIG-GGAGGTGTGTAGGCGTACTCGTAAGGGG) und 35 
eine die an die Sequenzbindet, die im PGR-Produkt von Ac- 
tinobacillus actinomycetemcomiians-DNA, nicht aber im 
PGR-Produkt vom Standard vorhanden ist 
(DIG-GTTTTAACCTTGCGGCCGTACTGGG). 

AnschlieBende absorptionsphotometrische quantitative 40 
Bestimmung der gebundenen Sondenmengen mill els En- 
zyme-linked Oligonukleotide Sorbent assay (ELOSA) unter 
Verwendung Peroxidase-gekoppelter Anti-DIG-Antikorper; 
Auswertung im Mikrotiterplattenphotometer (Anthos). 

45 

3.4. Erstcllcn einer Eichkurve 

Auflragen des Quotienten der PCR-Produktmengen von 
Standard und Bakterien gegen die vorgelegte Bakterienzahl 
(unter Berucksichtigung von 7 Kopien des 16S rRNA-Gens 50 
je Bakteriengenom). 

3.5. Quantitative Beslimmung von Actinobacillus actino- 
mycetemcomitans 

55 

Wie unter 3.2 aber anstelle der Actinobacillus actinomy- 
cetemcomitans- Zellen 2 ul bakterienhaltige Probe. 

Behandlung der PGR-Produkte wie unter 3.3. 

Auswertung des gemessenen Quotienten der PGR-Pro- 
duktmengen von Standard und Probe mittels Eichkurve 60 
(3.4.). 

4. Verfahren zurquantitativen Bestimmung von Eubakterien 
einer Spezies am Beispiel der Bestimmungsmethode fur 

Porphyromonas gingivalis 65 

Vorwarts-Primer: GGGATTGAAATGTAGATGAGTGATG 
Ruckwarts-Primer: GGTTG AGG TAGGGGGG AGT 
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Hybrid-Primer: GGGATTGAAATGTAGATGAGTGATG 
TCAGGTGGTGGCGTGAG 

4.1. Synthese des homologen Kompetitors (Standard) 

Mit Hybrid-Primer und Ruckwartsprimer wild eine PGR 
unter Verwendung von Porphyromonas gingivalis DNA als 
Template durchgefiihrt. 
Reaktionsbedingungen: 
Ansatzvolumen: 50 pi 
Primerkonzentration: je 40 pmol/Ansatz 
dNTPs: je 2,5 nMol/Ansatz 
Magnesiumchlorid: 0.1 uMol/Ansatz 
Puffer: 5 pi 10 x Taq-Puffer 
Template: 1 ng Porphyromonas gingivalis DNA 
Taq-Polymerase: 1.25 U Ampli-Taq Gold (Applied Biosy- 
stems) 

Thennocycler: GeneAmp 2400 (Applied Biosystems) 
Temperaturprofil: 

iniliale Denaturierung: 10 min 95°G 
Zyklen: Denaturierung: 
1 min 95°G 

Annealing: 1 min 55°G 
Extension: 1 min 72°G 
Anzahl: 40 

Final Extension: 10 min 72°G. 

Nach Behandlung mit Klenow-Fragment der DNA-Poly- 
merase 1 wurde das PGR-Produkt (= Standard, 400 Basen- 
paare) in die Smal-Stelle von pUG18 kloniert. 

4.2. Ermittlung einer Eichkurve 

Vorwarts-Primer: GGGATTGAAATGTAGATGACTGATG 
Ruckwarts-Primer: GGTTGAGGTAGGGGGGAGT. 

Mit diesen Primern wird eine Serie von PGR durchge- 
fuhrt. 

Reaktionsbedingungen: wie oben, aber 
Template: 350 Molekiile Standard 
5-1000 Zellen Porphyromonas gingivalis 
Thermocycler, Temperaturprofil und Zyklen wie oben. 
Produkte: Standard (400 Basenpaare), Bakterien-PG R-Pro- 
dukt (499 Basenpaare). 

4.3. Quantitative Bestimmung PG R-Produkte 

4.3.1. Auftrennung der Produkte von 4.2. auf 2% Agaro- 
segel, Anfarben mit Ethidiumbromid, videodensitometri- 
sche Bestimmung der Mengen der beiden PGR-Produkte. 

4.3.2. (bei Verwendung des Ruckwarts-Primers in 5-bio- 
tinylierter Form) nach Teilung des PGR-Produkts in zwei 
Aliquote Bindung an mit Streptavidin beschichtetes Reakti- 
onsgefaB (Mikrotiterplatte), Denaturierung mit NaOH, Hy- 
bridisierung mil je einer Digoxigeninmarkierten DNA- 
Sonde, 

eine spezifisch fur die Sequenz, die den Amplifikaten von 
Porphyromonas gingivalis-DNA und Standard gemeinsam 
ist 

(DIG-GTTTTAACGTTGGGGCGGTAGTGGG) und 
eine die an die Sequenzbindet, die im PGR-Produkt von Por- 
phyromonas gingivalis-DNA, nicht aber im PGR-Produkt 
vom Standard vorhanden ist 

(DIG-GGAGGTGTGTAGGGGTAGTGGTAAGGCG). 

AnschlieBende absorptionsphotometrische quantitative 
Bestimmung der gebundenen Sondenmengen mittels En- 
zyme-linked Oligonukleotide Sorbent assay (ELOSA) unter 
Verwendung Peroxidase-gekoppelter Anti-DIG-Antikorper; 
Auswertung im Mikrotiterplattenphotometer (Anthos). 
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4.4. Erstellen eincr Eichkurvc 5.3. Quantitative Bcslimmung PCR-Produktc 



Auflragcn des Quoticnlcn dcr PGR-Produktmengen von 
Standard und Baklcrien gegen die vorgcleglc BakterienzahJ 
(unter Berucksichtigung von 7 Kopien des 16S rRNA-Gcns 
jc Baktcriengenoin). 

4.5. Quantitative Bestimmune von Porphvronionas gingiva- 
ls 

Wie unter 4.2 abcr anslelle dcr Porphvronionas gingivalis 
Zellcn 2 pi baklcrienhaltige Probe. 

Behandlung dcr PCR-Produktc wie unter 4.3. 

Auswertung des gemcssenen Quoticnlcn dcr PCR-Pro- 
duktnicngcn von Standard und Probe niittels Eichkurvc 
(4.4.). 

5. Vcrfahren zur quantitative^ Bcslimmung von liubaktericn 
einer Spezies am Bcispiel der Bestimmungsmethode fur 
Prevolella intermedia 

Vorwarts-Primer: AACGGCA'iTATG TGCTTGCAC 
Ruckwarts-Primer: CTCAAGTCCGCCAGTTGGCG 
Hybrid-Primer: 

( : TCA AG TCCGC C AGTTCGCGCC1 GGA( XT1TCX XiTA- 
TTACC 

5.1. Synthese des hoinologcn Kompetilors (Standard) 

Mil Hybrid-Primer und Vorwarl sprinter wird eine PGR 
unter Verwendung von Prevolella intermedia DNA als Tem- 
plate durchgefuhrt. 
Reaktionsbedingungen: 
Ansatzvoiumen: 50 ul 
Primerkonzentration: je 40 pmol/Ansatz 
dNTPs: je 2,5 nMol/Ansatz 
Magncsiumchlorid: 0,1 uMol/Ansatz 
Puffer: 5 ul 10 x Taq-Puffcr 
Template: 1 ng Prevolella intermedia DNA 
Taq-Polymerasc: 1.25 TJ Ampli-Taq Gold (Applied Biosy- 
stems) 

Thermocycler: GeneAmp 2400 (Applied Biosysiems) 
Temperaturprofil: 

initiate Denaluricrung: 10 min 95°C 
Zyklen: Denaturierung: 
1 min 95°C 

Annealing: 1 min 60°G 
Extension: 1 min 72°C 
Anzahl: 40 

Final Extension: 10 min 72°C. 

Nach Behandlung mit Klenow-Fragment der DNA-Poly- 
merase 1 wurde das PGR-Produkt (= Standard, 502 Basen- 
paare) in die Smal-S telle von pUGl8 klonierl. 

5.2. Ermittlung einer Eichkurvc 

Vorwarts-Primer. AACGGCATTATGTGCTTGCAG 
Ruckwarts-Primer: CTCAAGTCCGGCAGTTCGCG. 

Mit diesen Primern wird eine Serie von PGR durchge- 
fuhrt. 

Reaktionsbedingungen: wie oben, aber 

Template: 350 Molekule Standard 

5-1000 Zellen Prevotella intermedia 

Thermocycler, Temperaturprofil und Zyklen wie oben. 

Produkte: Standard (502 Basenpaare), Bakterien-PCR-Pro- 

dukt (489 Basenpaare). 



5.3.1. Auftrcnnung der Produkte von 5.2. auf 2% Agaro- 
se gel, Anfarben mil Ethidiunibromid, videodensilomctri- 

5 sche Beslinunung der Mcngen der beiden PCR-Produktc. 

5.3.2. (bci Verwendung des Ruckwarts-Primers in 5'-bio- 
linyiicrtcr Eorm) nach Teilung des PCR-Produkls in zwei 
Aliquotc Bind ung an mit Strcpiavidin bcschichteles Reakti- 
onsgefaB (Mikrotiterplaite), Denaturierung mil NaOTT, TTy- 

10 bridisicrung mil je eincr Digoxigcninniarkierlcn DNA- 
Sonde, 

einc spezifisch fur die Sequcnz, die den Amplilikalcn von 
Prevotella intermedia- DNA und Standard gemeinsam isl 
(DK}-GGAGGCAGGAGTGAGGAATATTGGTCAATGG) 
15 und 

einc die an die Sequenzbindct, die im PGR-Produkt von Pre- 
votella intermcdia-DNA, nichl aber im PGR- Prod ukl votti 
Standard vorhanden isl 

(DIG-GGCGGTCTGTTAAGCGTGTlXrrGAAATT- 
20 TAGG). 

AnschlicBcnde absorptions photonic l rise he quantilativc 
Bcstimmung der gebundenen Sondenmcngen millcls En- 
zyme-linked Oligonucleotide Sorbenl assay (ELOSA) unter 
Verwendung Peroxidase-gekoppelier Anti-DIG- Anlikorper; 
25 Auswertung im Mikrotiterplaltenphotontelcr (Anthosi. 

5.4. Erst e lien eincr Eichkurve 

Auftragen des Quotient en der PGR-Produkt men gen von 
30 Standard und Baklerien gegen die vorgcleglc Bakterienzahl 
(unter Berucksichtigung von 7 Kopien des 16S rRNA-Gens 
je Bakferiengenoni). 

5.5. Quantitative Bestimmung von Prevotella intermedia 

35 

Wie unter 5.2 aber anslelle der Prevotella intermedia Zel- 
len 2 pi bakterienhaltige Probe. 

Behandlung der PGR-Produkte wie unter 5.3. 

Auswertung des gemessenen Quotienten der PCR-Pro- 
40 duktmengen von Standard und Probe mitt els Eichkurve 
(5.4.). 

6. Verfahren zur quantitativen Bestimmung von Eubakterien 
einer Spezies am Beispiel der Beslimmungsmethode furEi- 
45 kenella corrodens 

Vorwarts-Primer: CGATTAGCTGTTGGGCAACTT 
Ruckwarts-Primer: ACCCTCTGTACCGACCATTGTAT 
Hybrid-Primer: ACCCTCTGTACCGACCATTGTA- 
50 TAGCTTCCTCGGGTTTGTC 

6.1. Synthese des homologen Kompetitors (Standard) 

Mit Hybrid-Primer und Vorwartsprimer wird eine PGR 
55 unter Verwendung von Ei kenella corrodens DNA als Tem- 
plate durchgefuhrt. 

Reaktionsbedingungen : 

Ansatzvoiumen: 50 ul 

Primerkonzentration: je 40 pmol/Ansatz 
60 dNTPs: je 2,5 nMol/Ansatz 

Magnesiumchlorid: 0.1 uMol/Ansatz 

Puffer: 5 ul 10 x Taq- Puffer 

Template: 1 ng Eikenella corrodens DNA 

Taq-Polymerase: 1.25 U Ampli-Taq Gold (Applied Biosy- 
65 stems) 

Thermocycler: GeneAmp 2400 (Applied Biosystems) 

Temperaturprofil: 

initiale Denaturierung: 
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lOmin 95°C 

Zyklen: Denaturierung: 1 min 95°C 
Annealing: 1 min 55°C 
Extension: 1 min 72°C 

Anzahl: 40 5 
Final Extension: 10 min 72°C. 

Nach Behandlung mit Kl enow-Fragment der DNA-Poly- 
merase I wurde das PCR-Produkt (= Standard, 359 Basen- 
paare) in die Smal-Stelle von pUC18 kloniert. 

to 

6.2. Ermittlung einer Eichkurve 

Vorwarts-Primer: CGATTAGCTGTTGGGCAACTT 
Ruckwarts-Primer: ACCCTCTGTACCGACCATTGTAT. 

Mit diesen Primern wird eine Serie von PCR durchge- 15 
fuhrt. 

Reaktionsbedingungen: wie oben, aber 
Template: 350 Molekiile Standard 
5-1000 Zellen Eikenella corrodens 

Thermocycler, Temper aturprofil und Zyklen wie oben. 20 
Produkte: Standard (359 Basenpaare), Bakterien-PCR-Pro- 
dukt (410 Basenpaare). 

6.3. Quantitative Bestimmung PCR-Produkte 

25 

6.3.1. Auftrennung der Produkte von 6.2. auf 2% Agaro- 
segel, Anfarben mit Ethidiumbromid, videodensitometri- 
sche Bestimmung der Mengen der beiden PCR-Produkte, 

6.3.2. (bei Verwendung des Ruckwarts-Primers in 5'-bio- 
tinylierter Form) nach Teilung des PCR-Produkts in zwei 30 
Aliquote Bindung an mit Streptavidin beschichtet.es Reakli- 
onsgefaB (Mikrotiterplatte), Denaturierung mit NaOH, Hy- 
bridisierung mit je einer Digoxigeninmarkierten DNA- 
Sonde, 

eine spezifisch fur die Sequenz, die den Amplifikaten von 35 
Eikenella corrodens- DNA und Standard gemeinsam ist 
(DIG-AACGCGAAGAACCTTACCTGGTCTTGACATG) 
und eine die an die Sequenzbindet, die im PCR-Produkt von 
Eikenella corrode ns-DNA, nicht aber im PCR-Produkt vom 
Standard vorhanden ist 40 
(DIG-GGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTATG). 

AnschlieBende absorption sphotometrische quantitative 
Bestimmung der gebundenen Sondenmengen mittels En- 
zyme-linked Oligonukleotide Sorbent assay (ELOSA) unter 
Verwendung Peroxidase-gekoppelter Anti-DIG-Antikorper; 45 
Auswcrtung im Mikrotitcrplattcnphotomclcr (Anthos). 

6.4. Erstellen einer Eichkurve 

Auftragen des Quotienten der PCR-Produktmengen von 50 
Standard und Bakterien gegen die vorgelegte Bakterienzahl 
(unter Berucksichtigung von 7 Kopien des 16S rRNA-Gens 
je Bakleriengenom). 

6.5. Quantitative Bestimmung von Eikenella corrodens 55 

Wie unter 6.2 aber anstelle der Eikenella corrodens Zellen 
2 ul bakterienhaltige Probe. 

Behandlung der PCR-Produkte wie unter 6.3. 

Auswertung des gemessenen Quotienten der PCR-Pro- 60 
duktmengen von Standard und Probe mittels Eichkurve 
(6.4.). 

Patentanspruche 

65 

1. Verfahren zur quantitativen Bestimmung von Eu- 
bakterien dadurch gekennzeichnet, dafi 
eine biologische Probe entnommen wird, in einen An- 
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satz einer competitiven quantitativen PCR gegeben 
wird, der Vorwarts- und Ruckwarts-Primer enthalt, die 
an in 16S rRNA-Genen von Eubakterien binden, 
und der eine definierte Menge einer Standard-DNA 
enthalt, die in einer vorangegangenen PCR-Reaktion 
unter Verwendung von Vorwarts- oder Ruck waits-Pri- 
mer und einem Hybrid-Primer, der an eine Basenfolge 
innerhalb der mit Vorwarts- und Ruckwarts-Primer am- 
plifizierten Templatesequenz bindet und an seinem 5- 
Ende die Sequenz des Vorwarts- oder Ruckwarts-Pri- 
mers tragt, 

und der an sich bekannte, fiir die PCR erforderliche 
Hilfs- und Nebenstoffe enthalt; der Ansatz einschlieB- 
lich der biologischen Probe wiederholt einem Tempe- 
raturregime unterworfen wird 

und quantitativ die beiden entstandenen Produkte ent- 
weder nach Auftrennung der Amplifikate in der Agaro- 
segelelektrophorese und DNA-Farbung mittels Ethidi- 
umbromid durch Videodensitometrie oder 
bei Verwendung eines der beiden PCR-Primer in 5'- 
biotinylierter Form nach Immobilisieren an fixiertem 
Streptavidin durch Hybridisierung mit zwei an ver- 
schiedene Produktsequenzen bindende, Digoxigenin- 
markierte Sonden mittels Enzyme- linked Oligonukleo- 
tide Sorbent Assay unter Verwendung Enzym-gekop- 
pelter Anti-DIG-Antikorper 
bestimmt werden 

und anschlieBend aus dem Verhaltnis der beiden Pro- 
duktkonzentrationen und der bekannten Menge des 
zum PCR-Ansatz zugegebenen Standards die DNA- 
Menge der Probe ermittelt wird. 

2. Verfahren zur quantitativen Bestimmung von Eu- 
bakterien in ihrer Summe nach Anspruch 1, dadurch 
gekennzeichnet, daB 

eine biologische Probe entnommen wird, 
in einen Ansatz einer competitiven quantitativen PCR 
gegeben wird, der Vorwarts- und Ruckwarts-Primer 
enthalt, die an in 16S rRNA-Genen von Eubakterien 
hochkonservierte Teilsequenzen binden 
und der eine definierte Menge einer Standard-DNA 
enthalt, die in einer vorangegangenen PCR-Reaktion 
unter Verwendung von Vorwarts- oder Ruckwarts-Pri- 
mer und einem Hybrid-Primer, der an eine Basenfolge 
innerhalb der mit Vorwarts- und Ruckwarts-Primer am- 
plifizierten Templatesequenz bindet und an seinem 5'- 
Endc die Sequenz des Vorwarts-, oder Ruckwarts-Pri- 
mers tragt, hergestellt worden sind 
und der an sich bekannte, fiir die PCR erforderliche 
Hilfs- und Nebenstoffe enthalt, der Ansatz einschlieB- 
lich der biologischen Probe wiederholt einem Tempe- 
raturregime unterworfen wird 

und quantitativ die beiden entstandenen Produkte ent- 
weder nach Auftrennung der Amplifikate in der Agaro- 
segelelektrophorese und DNA-Farbung mittels Ethidi- 
umbromid durch Videodensitometrie oder 
bei Verwendung eines der beiden PCR-Primer in 5- 
biotinylierter Form nach Immobilisieren an fixiertem 
Streptavidin durch Hybridisierung mit zwei an ver- 
schiedene Produktsequenzen bindende, Digoxigenin- 
markierte Sonden mittels Enzyme-linked oligonukleo- 
tide Sorbent Assay unter Verwendung Enzym-gekop- 
pelter Anti-DIG-Antikorper bestimmt werden 
und anschliefiend aus dem Verhaltnis der beiden Pro- 
duktkonzentrationen und der bekannten Menge des 
zum PCR-Ansatz zugegebenen Standards die DNA- 
Menge der Probe ermittelt wird. 

3. Verfahren zur quantitativen Bestimmung von Eu- 
bakterien einer Spezies nach Anspruch 1, dadurch ge- 
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kennzcichnel, daB 

cine biologischc Probe entnonmien wird, in einen An- 
sa! z ciner compcliliven quamilaliven PCR gegeben 
wird, der Vorwarls- und Ruckwaris-Primer enthali, die 
an f ii r di e se S pe zi es spe zi lische n ' lei lseq ue n ze n i n i 1 6 S .*> 
rRNA-Gen binden 

und einc definierle Mengc ciner Slandard-DNA cnl- 
hah. die in ciner vorangegangenen PCR-Reakiion unter 
Verwcndung von Vorwarls- odcr Ruekwarls-Primer 
und eincni Hybrid-Primer, der an cine Basenfolge in- it) 
nerhalb der niit Vorwarls- unci Ruckwaris-Primer am- 
plilizierlen Teinplatesequenz bindel und an seinem 5'- 
Tinde die Sequenz des Vorwarls-, odcr Ruck wart s-Pri- 
niers tragi, hcrgcsiclll wurden, 

und an sich bekannie, fur die PCR erforderliche Hill's- 15 
und NcbcnslolTe cnlhall, der An salz einschlicRlich der 
biologischcn Probe wiederholl einen i Tempcralurre- 
ginie unterworfen wird 

und quantilaliv die beiden cnlsiandenen Produkle cnt- 
weder nach Auftrennung der Aniplifikale in der Agaro- 20 
segelelektrophorcse und DNA-Farbung mill els Eihidi- 
umbromid durch Videodensilomelrie oder 
bei Verwcndung eines der beiden PCR- Primer in 5'- 
biolinylierter Form nach Immobilisieren an fixiertem 
Strcplavidin durch Tlybridisicrung mil zwei an ver- 25 
schiedene Produktsequenzen bindende, Digoxigenin- 
markicrlc Sonden mill els Enzyme-linked Oligonukleo- 
tide Sorbent Assay untcr Verwcndung Hnzym-gekop- 
pclter Anti-DIG-Antikorper bestimmi werden 
und anschlieBend aus dem Verhaltnis der beiden Pro- 30 
duktkonzentrationen und der bekannten Menge des 
zum PCR- An salz zugegebenen Standards die DNA- 
Menge der Probe ermitlelt wird. 

4, Verfahren zur quantilativen Bestimmung von Strep- 
tococcus mutans dadurch gekennzeichnet, daB 35 
eine biologischc Probe entnonmien wird, in einen An- 
saiz einer competitiven quantitative^ PCR gegeben 
wird, der Vorwarls- und Ruck warts-Primer enthalt, die 
an fiir Slreptococcus mutans spezifischen Teilsequen- 
zen im 16S rRNA-Gen binden 40 
und der Ansalz eine definierle Menge einer Slandard- 
DNA enthalt, die in einer vorangegangenen PCR-Re- 
aktion unler Verwendung von Vorwarls- Primer und ei- 
ne m Hybrid-Primer, der an eine Basenfolge in nerhalb 
der mil Vorwarls- und Ruck warts- Primer ainplifizier- 45 
ten Teinplatesequenz bindel und an seincm 5'-Endc die 
Sequenz des Ruckwarts-Primers tragt, hergeslellt 
wurde 

und der an sich bekannie, fiir die PCR erforderliche 
Hilfs- und Neb ens toff e enthalt, der Ansatz einschlieB- 50 
lich der biologischen Probe 40 mal folgendem Tempe- 
raturregime unterworfen wird: initiale Denaturierung: 
10 min 95°C, Denaturierung: 1 min 95°C, Annealing: 
1 min 55 °C, Extension: 1 min 72°C, Final Extension: 
10 nun 72°C 55 
und quantitativ die beiden entstandenen Produkte ent- 
weder nach Auftrennung der Amplifikate in der Agaro- 
segelelektrophorese und DNA-Farbung mittels Ethidi- 
umbromid durch Videodensitometrie oder 
bei Verwendung eines der beiden PCR-Primer in 5- 60 
biotinylierter Form nach Immobilisieren an fixiertem 
Streptavidin durch Hybridisierung mit zwei an ver- 
schiedene Produktsequenzen bindende, Digoxigenin- 
markierte Sonden mittels Enzyme-linked Oligonukleo- 
tide Sorbent Assay unter Verwendung Enzym-gekop- 65 
pelter Anti-DIG-Antikorper bestimmt werden 
und anschlieBend aus dem Verhaltnis der beiden Pro- 
duktkonzentrationen und der bekannten Menge des 
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zum PCR- Ansalz zugegebenen Standards die DNA- 
Mcngc der Probe crmillcll wird. 

5. Verfahren zur quantilativen Bestimmung von Aclin- 
obacillus aclinomycclemcomilans dadurch gekenn- 
zeichnet, daB 

einc biologischc Probe cninommen wird, in einen An- 
salz ciner compcliliven quantilativen PCR gegeben 
win], der Vorwarls- und Ruck warts- Primer enthalt, die 
an 1 ur Actinobacillus aclinomycclemcomilans spezifi- 
schen Teilsequenzen im 16S rRNA-Gen binden 
und der Ansalz eine definierle Mengc ciner Slandard- 
DNA enthalt, die in ciner vorangegangenen PCR- Re- 
akiion unier Verwcndung von Ruck warts-Primer und 
cincm Hybrid-Primer, der an cine Basenlblge in nerhalb 
der mil Vorwarls- und Ruck warts-Primer ainplifizier- 
len TcnipJalesequenz bindel und an seincm S'-Iindc die 
Sequenz des Vorwarls- Primers iragl, hcrgcsiclll wurde 
und der an sich bekannie, fiir die PCR erforderliche 
Tlilfs- und NcbcnslolTe cnlhall, der Ansatz einschlieB- 
lich der biologischcn Probe 41) mal folgendem Tempe- 
ra! urrcgime unlcrworfen wird: initiale Denaiurierung: 
10 min 95°C, Denaturierung: 1 min 95°C, Annealing: 
1 min 55°C, Extension: 1 min 72°C, Final Extension: 
10 min72°C 

und quantitativ die beiden entstandenen Produkle ent- 
weder nach Auftrennung der Aniplifikale in der Agaro- 
segeleleklrophorese und DNA-Farbung mittels Ethidi- 
umbromid durch Videodensitometrie odcr 
bei Verwendung eines der beiden PCR-Primer in 5'- 
bioiinylierter Fonn nach Immobilisieren an fixiertem 
Streptavidin durch Hybridisierung mit zwei an ver- 
schiedene Produktsequenzen bindende, Digoxigenin- 
markierle Sonden mittels Enzyme-linked Oligonukleo- 
tide Sorbent Assay unter Verwendung Enzym-gekop- 
pelter Anti-DIG-Antikorper bestimmt werden 
und anschlieBend aus dem Verhaltnis der beiden Pro- 
dukikonzentrationen und der bekannten Menge des 
zum PCR- An salz zugegebenen Standards die DNA- 
Menge der Probe ermitlelt wird. 

6. Verfahren zur quantilativen Bestimmung von Por- 
phyronionas gingivalis dadurch gekennzeichnet, daB 
eine biologische Probe entnommen wird, in einen An- 
satz einer competitiven quantitativen PCR gegeben 
wird, der Vorwarls- und Ruck warts-Primer enthalt, die 
an fur Porphyromonas gingivalis spezifischen Teilse- 
quenzen im 16S rRNA-Gcn binden 

und der Ansatz eine definierle Menge einer Slandard- 
DNA enthalt, die in einer vorangegangenen PCR-Re- 
aktion unter Verwendung von Ruck warts-Primer und 
einem Hybrid-Primer, der an eine Basenfolge innerhalb 
der mit Vorwarts- und Ruckwarts-Primer arnplifizier- 
ten Templatesequenz bindet und an seine m 5'-Ende die 
Sequenz des Vorw arts-Primers tragi, hergeslellt wurde 
und der an sich bekannte, fiir die PCR erforderliche 
Hilfs- und Nebenstoffe enthalt, 

der Ansatz einschlieBlich der biologischen Probe 40 
mal folgendem Temperaturregime unterworfen wird: 
initiale Denaturierung: 10 min 95°C, Denaturierung: 
1 min 95 °C, Annealing: 1 min 55°C, Extension: 1 min 
72°C, Final Extension: 10 min 72°C 
und quantitativ die beiden entstandenen Produkte ent- 
weder nach Auftrennung der Amplifikate in der Agaro- 
segelelektrophorese und DNA-Farbung mittels Ethidi- 
umbromid durch Videodensitometrie oder 
bei Verwendung eines der beiden PCR-Primer in 5- 
biotinyiierter Form nach Immobilisieren an fixiertem 
Streptavidin durch Hybridisierung mit zwei an ver- 
schiedene Produktsequenzen bindende, Digoxigenin- 
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markierte Sonden mittels Enzyme- linked Oligonukleo- 
tide Sorbent Assay unter Verwendung Enzym-gekop- 
pelter Anti-DIG-Antikorper bestimmt werden 
und anschlieBend aus dem Verhaltnis der beiden Pro- 
duktkonzentrationen und der bekannten Menge des 5 
zum PCR-Ansatz zugegebenen Standards die DNA- 
Menge der Probe ermittelt wird. 

7. Verfahren zur quantitativen Bestimmung von Pre- 
votella intermedia dadurch gekennzeichnet, da6 

eine biologische Probe entnommen wird, in einen An- 10 
satz einer competitiven quantitativen PGR gegeben 
wird, der Vorwarts- und Ruck warts-Primer enthalt., die 
an fur Prevotella intermedia spezifischen Teilsequen- 
zen im 16S rRNA-Gen binden 

und der Ansatz eine definierte Menge einer Standard- 15 
DNA enthalt, die in einer vorangegangenen PCR-Re- 
aktion unter Verwendung von Vorwarts-Primer und ei- 
nem Hybrid-Primer, der an eine Basenfolge innerhalb 
der mit Vorwarts- und Ruckwarts-Primer amplifizier- 
ten Templatesequenz bindet und an seinem 5'-Ende die 20 
Sequenz des Riickwarts-Primers tragt, hergestellt 
wurde 

und der an sich bekannte, fiir die PCR erforderliche 
Hilfs- und Nebenstoffe enthalt, der Ansatz einschlieB- 
lich der biologischen Probe 40 mal folgendem Tempe- 25 
raturregime unterworfen wird: initiale Denaturierung: 
10 min 95°C, Denaturierung: 1 min 95°C, Annealing: 
1 min 60°C, Extension: 1 min 72°C, Final Extension: 
10 min 72°C 

und quantitativ die beiden entstandenen Produkte ent- 30 
weder nach Auftrennung der Amplifikate in der Agaro- 
segelelektrophorese und DNA-Farbung mittels Ethidi- 
umbromid durch Videodensitometrie oder 
bei Verwendung eines der beiden PCR- Primer in 5'- 
biotinylierter Form nach Immobilisieren an fixiertem 35 
Streptavidin durch Hybridisierung mit zwei an ver- 
schiedene Produktsequenzen bindende, Digoxigen in- 
markierle Sonden mittels Enzyme-linked Oligonukleo- 
tide Sorbent Assay unter Verwendung Enzym-gekop- 
pelter Anti-DIG-Antikorper bestimmt werden 40 
und anschlieBend aus dem Verhaltnis der beiden Pro- 
duktkonzentrationen und der bekannten Menge des 
zum PCR-Ansatz zugegebenen Standards die DNA- 
Menge der Probe ermittelt wird. 

8. Verfahren zur quantitativen Bestimmung von Eike- 45 
nclla corrodcns dadurch gekennzeichnet, daB 

eine biologische Probe entnommen wird, in einen An- 
satz einer competitiven quantitativen PCR gegeben 
wird, der Vorwarts- und Ruckwarts-Primer enthalt, die 
an fur Eikenella corrodens spezifischen Teilsequenzen 50 
im 16S rRNA-Gen binden 

und der Ansatz eine definierte Menge einer Standard- 
DNA enthalt, die in einer vorangegangenen PCR-Re- 
aktion unter Verwendung von Vorwarts-Primer und ei- 
nem Hybrid-Primer, der an eine Basenfolge. innerhalb 55 
der mit Vorwarts- und Ruckwarts-Primer amplifizier- 
ten Templatesequenz bindet und an seinem 5'-Ende die 
Sequenz des Ruckwarts-Primers tragt, hergestellt 
wurde 

und der an sich bekannte, fiir die PCR erforderliche 60 
Hilfs- und Nebenstoffe enthalt, der Ansatz einschlieB- 
lich der biologischen Probe 40 mal folgendem Tempe- 
raturregime unterworfen wird: initiale Denaturierung: 
10 min 95°C, Denaturierung: 1 min 95°C, Annealing: 
1 min 55°C, Extension: 1 min 72°C, Final Extension: 65 
10 min 72°C 

und quantitativ die beiden entstandenen Produkte ent- 
weder nach Auftrennung der Ampliflkate in der Agaro- 



segelelektrophorese und DNA-Farbung mittels Ethidi- 
umbromid durch Videodensitometrie oder 
bei Verwendung eines der beiden PCR-Primer in 5- 
biotinylierter Form nach Immobilisieren an fixiertem 
Streptavidin durch Hybridisierung mit zwei an ver- 
schiedene Produktsequenzen bindende, Digoxigenin- 
markierte Sonden mittels Enzyme-linked Oligonukleo- 
tide Sorbent Assay unter Verwendung Enzym-gekop- 
pelter Anti-DIG-Antikorper bestimmt werden 
und anschlieBend aus dem Verhaltnis der beiden Pro- 
duktkonzentrationen und der bekannten Menge des 
zum PCR-Ansatz zugegebenen Standards die DNA- 
Menge der Probe ermittelt wird. 

9. Verfahren zur quantitativen Bestimmung von Eu- 
bakterien in ihrer Summe nach Anspruch 2, dadurch 
gekennzeichnet, daB die fiir die Primerbindung benutz- 
ten in 16S rRNA-Genen von Eubakterien hochkonser- 
vierten Teilsequenzen 282 Basenpaare voneinander 
entfernt sind. 

10. Verfahren nach Anspruch 1 bis 9, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Menge Standard-DNA mil Hilfe be- 
kannter ab sorption spholometrisc her Methoden vorab 
bestimmt wird und zur erwarteten Menge Bakterien- 
DNA in der Probe korreliert wird. 

11. Verfahren nach Anspruch 2 und 9, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB der Hybrid- Primer an eine Basen- 
folge innerhalb der mit Vorwarts- und Ruckwarts-Pri- 
mer an E. coli DNA amplihzierten Templatesequenz 
bindet und an seinem 5-Ende die Sequenz des Vor- 
warts- oder Ruckwarts-Primers tragt. 

12. Verfahren zur quantitativen Bestimmung von Eu- 
bakterien in ihrer Summe nach Anspruch 1 , 2, 9 bis 1 1 , 
dadurch gekennzeichnet, daB 

eine biologische Probe entnommen wird, in einen An- 
satz einer competitiven quantitativen PCR gegeben 
wird, der Vorwarts- und Ruckwarts-Primer enthalt, die 
an in 16S rRNA-Genen von Eubakterien hochkonser- 
vierte Teilsequenzen binden 

und eine definierte Menge einer Standard-DNA ent- 
halt. die in einer vorangegangenen PCR-Reaktion unter 
Verwendung von Ruckwarts-Primer und einem Hy- 
brid-Primer, der an eine Basenfolge innerhalb der mit 
Vorwarts- und Ruckwarts-Primer amplifizierten Tem- 
platesequenz bindet und an seinem 5-Ende die Se- 
quenz des Vorwarts- Primers tragi , hergestellt wurde, 
und der an sich bekannte, fiir die PCR erforderliche 
Hilfs- und Nebenstoffe enthalt, 

der Ansatz einschlieBlich der biologischen Probe 40 
mal folgendem Temperaturregime unterworfen wird: 
initiale Denaturierung: 10 min 95 C C, Denaturierung: 
1 min 95°C, Annealing und Extension: 1 min 66°C, Fi- 
nal Extension: 10 min 66°C 

und quantitativ die beiden entstandenen Produkte enl- 
weder nach Auftrennung der Ampliflkate in der Agaro- 
segelelektrophorese und DNA-Farbung mittels Ethidi- 
umbromid durch Videodensitometrie oder 
bei Verwendung eines der beiden PCR-Primer in 5- 
biotinylierter Form nach Immobilisieren an fixiertem 
Streptavidin durch Hybridisierung mit zwei an ver- 
schiedene Produktsequenzen bindende, Digoxigenin- 
markierte Sonden mittels Enzyme-linked Oligonukleo- 
tide Sorbent Assay unter Verwendung Enzym-gekop- 
pelter Anti-DIG-Antikorper bestimmt werden 
und anschlieBend aus dem Verhaltnis der beiden Pro- 
duktkonzentrationen und der bekannten Menge des 
zum PCR-Ansatz zugegebenen Standards die DNA- 
Menge der Probe ermittelt wird. 
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